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试剂 以 此 为 溶剂 ); 


IGFBP-1 mRNA 表达 水 平 。 


趋势 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05)， 作 用 效果 与 PC 组 一 


但 差异 不 显著 (P>0.05),PC 组 显著 降低 (P<0.05); 


高 (P<0.05 或 P<0.01)，PC 组 显著 升 高 (P<0.05); 试 验 组 卵巢 组 织 中 TCF-1、 


表达 水 平均 升 高 ， 其 中 M、H 组 显著 


能 够 提高 雌性 大 鼠 


同时 提高 卵 梨 中 IGFBP-1. 
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激素 (gonadotropins,Gm) 的 效应 ， 并 在 卵泡 中 期 卵泡 刺激 素 (follicle-stimulating hormone, FSH) 


含量 低 时 ， 卵 泡 仍 能 自行 生长 发 育 中 起 重要 作用 器 。IGF 刺激 卵 集 细胞 有 丝 分 裂 和 类 固 醇 


生成 及 抑制 凋 亡 中。 血液 中 的 IGF 家 族 的 IGF-1、 胰 岛 素 样 生长 因子 结合 蛋白 -1(insulin-like 


growth factor binding protein-1,IGFBP-1) 主 要 由 肝脏 合成 并 分 泌 趾 ， 其 表达 受 多 种 营养 条 件 


调控 ， 与 动物 所 处 生理 状态 也 密切 相关 ， 血 液 中 IGFBP-1 主要 功能 是 抑制 IGF-1 的 活性 ， 


在 血液 中 ， 胰 岛 素 样 生长 因子 结合 蛋白 1~6(insulin-like growth factor binding protein-1 to -6, 


H 


H45, IGFBP-1 对 IGF-1 的 调节 可 以 


IGFBP-1~ IGFBP-6)， 可 以 延长 血液 中 的 IGF-1 的 半 


在 伤口 愈合 中 起 到 重要 作用 外。IGF 家 族 还 与 糖尿 病 、 甲 亢 、 免 疫 系 统 、 癌 症 等 疾病 的 发 
HEAR SEIN, EYE SE BEAT 3 类 : 异 黄酮 类 (isoflavones)、 木 酚 素 类 (lig-nans) 和 黄豆 素 


类 (coumestans)， 存 在 于 豆 类 物质 、 植 物 及 其 种 子 中 ， 其 中 异 黄 酮 类 含量 较 高 。GEN 是 大 
豆 异 黄酮 中 活性 较 强 的 成 分 ， 与 人 体 自身 的 雌 激素 在 分 子 结构 上 相似 ， 可 与 肉 激 素 受 体 相 
4 合 ， 产 生肉 激素 样 作用 。 
国内 学 者 关于 大 豆 异 黄 酮 对 动物 卵 业 的 影响 报道 较 多 。 将 大 豆 异 黄酮 加 入 产 蛋 后 期 蛋 


kil 


yy 


H 


鸡 饲 粮 中 ，50 mg/kg 时 能 够 显著 提高 产 蛋 率 ， 且 其 对 蛋 鸡 的 蛋品 质 及 繁殖 器 官 无 副作用 中 


jul 


93]， 卢 建 等 0 在 饲 粮 中 添加 50. 100. 200 mg/kg A xi 3& HH AG 95 HEE eg 5 38 XS L1] 2 RARE 


化 率 ， 同 时 也 未 发 现 副作用 的 发 生 。 曹 满 湖 等 上 发 现 大 豆 异 黄酮 可 能 通过 提高 血清 雌 二 醇 
CE) 与 B- 内 啡 肽 水 平 ， 来 改善 卵巢 的 功能 。 关 于 GEN 对 雌性 动物 卵巢 的 试验 研究 报道 较 


少 ，Jourdehi 等 09 就 GEN 及 上 肉 马 酚 (equol,EQ) 对 峻 性 欧洲 鲁 (Huso huso) 进行 干预 ， 结 果 


S 


zs GEN 与 EQ 均 可 以 提升 卵 母 细胞 直径 ， 提 升 血清 E 的 水 平 ， 表 明 GEN 及 EQ 添加 在 
饲 粮 中 ， 对 渔业 的 发 展 有 帮助 。 综 合 国 内 外 的 研究 表明 ， 目 前 GEN 的 作用 研究 大 多 集中 在 
去 卵巢 骨 质 玻 松 治疗 、 绝 经 期 的 雌 激 素 蔡 代 治 疗 、 多 赛 卵 梨 综 合 症 的 治疗 等 方面 ， 就 GEN 


对 青年 雌性 大 鼠 的 卵 集 内 功能 基因 及 生育 能 力 的 影响 较 少 。 
本 课题 组 前 期 研究 发 现 GEN 的 肉 激 素 样 作用 能 够 调节 青年 期 、 成 年 期 、 围 绝经 期 的 峻 


性 大 鼠 卵 巢 功 能 。 通 过 动物 试验 证 实 GEN 在 15. 30. 60 mg/kg 的 剂量 下 ， 对 小 鼠 的 卵 梨 


及 其 他 重要 脏 器 无 显著 影响 中 。 在 此 基础 上 ， 进 一 步 研 究 GEN 对 上 峻 性 大 鼠 卵 梨 功 能 的 调 


节 作 用 ， 本 试验 选择 了 体内 Gn 及 IGF 作为 研究 目标 ， 研 究 GEN 对 它们 的 影响 ， 为 进一步 
研究 GEN 对 卵 梨 功 能 的 调节 作用 及 生殖 能 力 的 影响 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 试剂 、 基 础 饲 粮 和 主要 仪器 


GEN(99.82%0) 购 自 上 海 融 禾 医药 科技 发 展 有 限 公司 ， 


组 成 见 表 108791, 


FE 
Li 


西安 天 正 药 用 辅料 有 限 公 司 ， 人 花生 油 购 自 山东 鲁 花 集团 有 限 公 司 


能 含有 的 GEN 对 试验 的 影响 ， 突 出 GEN 的 作用 效果 ， 采 用 基 耐 


Kis MEE) (DES)(99.4%) 14 É 


。 为 了 排除 饲 粮 中 可 
oL CE MEE ES 


TRIzol Reagent (Thermo 公司 )、SYBR Green PCR 试剂 盒 (Thermo 公司 )、 逆 转录 


PCR 试剂 盒 (Thermo 公司 )、 酶 联 免疫 吸附 试验 ELISA) 试剂 盒 〈 上 海 研 说 生物 科技 


ARAT). 


主要 仪器 有 : TG-16M 低温 冷冻 离心 机 (上 海 卢 湘 仪 离心 机 仪器 有 限 公 司 ); K-30 


旋涡 振荡 器 (青浦 泸 西 仪器 厂 ); PRO-200 电动 匀 浆 机 (FLUKO 公司 ); Nanodrop-2000 


超 微量 分 光 光 度 计 (Thermo 公司 ); ABI-7300 real-time PCR 检测 仪 (ABI 公司 ); 栈 


(BioTec 公司 )。 


标 仪 


表 1 基础 饲 粮 组 成 (风干 基础 ) 

Table 1 Composition of the basal diet (air-dry basis) % 
原料 Ingredients 含量 Content 
玉米 面 Corn flour 30.56 
小 麦 粉 Wheat flour 27.27 
鱼粉 (60% 和 蛋白 ) Fish meal (60% protein) 10.00 
粗 小 麦 Rough wheat 10.00 
酪 蛋白 Casein 7.00 
脱脂 奶 Fat-free milk 5.00 
玉米 蛋白 粉 (60% 重 白 ) Corn gluten meal (60% protein) 3.00 
玉米 油 Corn oil 2.00 
WERE Yeast 2.00 
矿物 质 预 混 料 Mineral premix 3.00 
维生素 预 混 料 Vitamin premix 0.05 


氧化 胆 碱 (纯度 60%) Choline choride (60% purity) 0.12 


合计 Total 100.00 


矿物 质 预 混 料 和 维生素 预 混 料 组 成 参见 文献 [18-19]。 


Composition of Mineral premix and Vitamin premix refers to [18-19]. 


1.2 试验 设计 


选取 49 日 龄 雌性 SD Ain 40 只 ， 体 重 为 (200+20) g， 许 可 证 号 ; SCXK (CD 203- 


001。 按 照 体重 随机 分 为 5 组 ， 每 组 8 只 ， 每 组 单 笼 饲养 。$ 组 分 别 为 阴性 对 照 NC) 组 、 


GEN 低 ( 人 DJ、 中 (M)、 高 剂量 (GD 组 及 阳性 对 照 PC) 组 。NC 组 灌 胃 花生 油 《〈《 其 他 组 灌 骨 试剂 


以 此 为 溶剂 ); L. M. H 组 分 别 灌 上 胃 15. 30. 60 mg/ (kg BWed) GEN, PC HS DES 


0.5 mg/ (kg BWed). RAY 14h 光照 、10 黑暗 的 周期 性 光照 ， 动 物 室温 度 (20+2) C, fH 


对 湿度 (45+10)%， 自 由 饮水 ， 自 由 采 食 。 试 验 期 30 d. 


1.3 样品 采集 


试验 期 结束 后 ， 对 所 有 大 鼠 进行 阴道 涂 族 观察， 挑选 出 处 于 动情 间 期 大 鼠 〈 挑 选 出 动 


情 间 期 大 鼠 进 行 后 续 试 验 ， 其 余 继续 观察 至 动情 间 期 再 继续 试验 ， 完 成 在 10 d ABI 2 个 动 


情 周期 的 挑选 )， 禁 食 不 禁 水 12 h 后 ， 采 用 乙醚 碎 醉 ， 并 于 腹 主 动脉 采集 血液 ， 分 离 血 


清 ， 采 集 卵 巢 组 织 ， 液 氮 速 冻 后 -80 CRF o 


1.4 血清 FSH、 黄 体 生 成 素 (luteinizing hormone,LH)、IGF-1、IGFBP-1 含量 的 测定 


采用 ELISA 法 检测 血清 中 FSH. LH. IGF-1. IGFBP-1 含量 ， 按 照 试 剂 合 说明书 操 


作 。 
1.5 卵 梨 IGF-1. IGFBP-1 mRNA 表达 水 平 的 测定 


1.5.1 引物 


采用 NCBI primer designing tool 设计 实时 定量 PCR 扩 增 引物 ， 引 物 由 上 海 生 工 生物 技 


术 有 限 公 司 合成 ， 引 物 信 息 见 表 2。 


表 2 实时 定量 PCR 引物 信息 


Table 2 Information of primers for real-time qPCR 


因 Genes 


引物 序列 Primer sequences(5'-3') 引物 长 度 Primer 始 位 结束 位 退火 温度 


length/bp 点 Start 点 Stop Tm 


产物 长 度 


Product 


VW HAI | 


site site length/bp 


p Wane A p-actin F: ACCCGCGAGTACAACCTTC 19 16 34 59.71 287 
R: ATGCCGTGTTCAATGGGGTA 20 302 283 59.67 

胰岛 素 样 生 长 因子 -1 IGF-1 F: CCGGGACGTACCAAAATGAG 20 17 36 58.63 174 
R: CCTTGGTCCACACACGAACT 20 190 171 60.18 

胰岛 素 样 生 长 因子 结合 蛋白 -1 F: TTCTTGGCCGTTCCTGATCC 20 183 202 60.04 139 

IGFBP-1 R: AGAAATCTCGGGGCACGAAG 20 321 302 60.11 


1.5.2 总 RNA 提取 


按 Trizol 试剂 盒 说 明 书 提取 总 RNA; Nanodrop 2000 超 微量 分 光 光 度 计 测定 总 


RNA 的 吸光 度 CODO 值 ， 分 析 总 RNA 的 纯度 和 浓度 。 


1.5.3 cDNA 合成 

25 uL 反应 体系 :RNA-Primer Mix 12 nL,5xRT Reaction Buffer 5 uL,25 mmol/L dNTP 
1 uL,25 U/uL RNase Inhibitor 1 uL,200 U/4L M-MLV Rtase 1 wL,Oligo(dt)18 luL,ddH;O 
(DNase-free) 4uL 。 


反应 程序 : 37°C60 min; 85 C5 min; 4 C5 min; 得 到 的 cDNA E T-20 CRE. 


1.5.4 实时 定量 PCR 


25 uL 反应 体系 : cDNA 模板 2 uL, SYBRGreen Mix 12.5 uL, .E3i£ 5| (0.1 
mmol/uL)0.5 nL， 下 游 引 物 (0.1 mmol/uL)0.5 uL, ddH5O 9.ShL 。 


反应 程序 : 95 C10 min;95 °C15 s,60 °C45 s,40 个 循环 ;95 "C15 s;60 C1 min;95 C15 


s; 60 'C15 s. 


1.6 数据 统计 分 析 


数据 采用 SPSS 19.0 软件 中 +t 检验 程序 进行 分 析 ， 采 用 GraphPad Prism 5.0 软件 作 


图 。P<0.05 为 差异 显著 ，P<0.01 为 差异 极 显 著 。 


iz 


2 结果 


2.1 GEN 对 雌性 大 鼠 血 清 FSH、LH、IGF-1 4 IGFBP-1 含量 的 影响 


IT 


表 3 结果 显示 ， 与 NC 组 比较 ， 试 验 组 血清 中 FSH 与 LH 含 量 均 表 现 上 升 趋势 ， 


但 差异 不 显著 (P>0.05)，PC 组 血清 中 FSH 与 LH 含量 也 升 高 。 与 NC 组 比较 , M, H 
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组 血清 中 IGF-1 含量 降低 ， 但 差异 不 显著 (P>0.05); PC 组 血清 中 IGF-1 含量 显著 降低 


(P<0.05)。 与 NC 组 比较 ， 试 验 组 血清 中 IGFBP-1 含量 升 高 ，L、 五 组 显著 升 高 (P<0.05)， 


M 组 极 显 著 升 高 (P<0.01); PC 组 血清 中 IGFBP-1 含量 显著 升 高 (P<0.05)。 


表 3 GEN 对 雌性 大 鼠 血 清 卵泡 刺激 素 、 黄 体 生成 素 、 胰 岛 素 样 生长 因子 -1、 胰 岛 素 样 生长 因子 结合 蛋白 - 


Table 3 Effects of GEN on serum FSH, LH, IGF-1 and IGFBP-1 contents of female rats (78) 


组 别 Groups 卵泡 刺激 素 黄体 生成 素 胰岛 素 样 生长 因子 -1 胰岛素 样 生长 因子 结 


FSH/(IU/L) LH/(mIU/ml) IGF-1/( u g/L) 合 和 蛋白 -1 IGFBP- 
ICug/D) 
NC 2.035+0.055 1.427+0.059 11.77£2.118 80.48 3- 7.244 
2.93940.260 1.58440.067 14.89 + 1.837 88.27 -4.231* 
3.31140.254 1.796+£0.146 10.63 +2.426 94.72 +5.474** 
3.541+0.409 2.115+0.267 10.35+1.489 87.70+6.191* 
PC 3.629:0.468* 2.707+0.292 9.768 +2.405* 86.30+9.054* 


"Xs NC 组 差异 显著 (P<0.05)，** 表 示 与 NC 组 差异 极 显 著 (P<0.01)。 
* indicated significantly different from NC group (P<0.05), and ** indicated extremely significantly different 
from NC group (P<0.01). 


2.2 GEN 对 雌性 大 鼠 卵 梨 组 织 中 IGF-1.. IGFBP-1 mRNA 表达 水 平 的 影响 


图 1 结果 显示 ， 溶 解 曲 线 中 呈现 单一 峰 ， 引 物 的 特异 性 较 好 。 


Melt Peak 


-dRFUYdT 


C Temperature, Celsius 


图 1 B 肌 动 蛋 白 (a)、 胰 岛 素 样 生 长 因子 -1(b)、 胰 岛 素 样 生 长 因子 结合 蛋白 -1 mRNA 


的 实时 定量 PCR 产物 (c) 的 溶解 曲线 


Fig.l The melt curves of real-time qPCR products of B-actin (a), /GF-1 (b) and /GFBP- 


] mRNAs (c) 


图 2 结果 显示 ， 与 NC 组 比较 ， 试 验 组 卵巢 组 织 中 IGF-1.. IGFBP-1 mRNA 表达 水 


平均 提高 ， 其 中 M、H 组 显著 升 高 (P<0.05); PC 组 卵巢 组 织 中 IGF-1. IGFBP-1 


mRNA 表达 水 平 显著 升 高 (P<0.05)。 


Young 


Relative mRNA level 


IGF-1 Young IGFBP-1 


Relative mRNA level 


* 表 示 与 NC 组 差异 显著 (P<0.05)。 


* indicated significantly different from NC group (P<0.05). 


Fig.2 Effects of GEN on 


3 讨论 


IGFBP-1 对 IGF-1 活性 的 调节 是 复杂 的 ， 在 空腹 状态 下 ， 由 于 


应 以 及 皮质 醇和 胰 高 血糖 素 对 肝脏 IGFBP-1 mRNA 转录 的 刺激 作用 ， 


IGFBP-1 $ Œ PJ LIH 


图 2 GEN 对 雌性 大 鼠 卵 梨 组 织 中 IGF-1(a). IGFBP-1 mRNA 表达 水 平 (b) 的 影响 


expression levels of /GF-1 (a) and JGFBP-1 mRNAs (b) in ovary tissue of female rats 


(n=8) 


T 


胰岛 素 的 低 抑制 效 


ik IGFBP-1 € 


量 较 高 。 因 为 IGFBP-1 对 IGF-1 SRA Ait IGF-1 对 于 IGF-1 受 体 的 亲和力 ， 高 


BJ IGF-1 结合 IGF-1 受 体 ， 从 而 降低 IGF-1 对 外 周 代 谢 的 胰岛 素 样 


活性 中 。 空 腹 检 测 较 高 IGFBP-1 含量 与 前 列 腺 癌 的 相关 性 较 低 ， 而 较 高 的 IGF-1 却 是 


相反 的 PC。 有 文献 表示 ，IGFBP-1 可 以 不 与 IGF-1 结合 ， 直 接 与 细胞 膜 上 受 体 蛋白 作 


用 ， 刺 激 中 国 仓鼠 卵巢 细胞 迁移 中 。 硬 骨 鱼 卵 母 细胞 发 育 及 成 熟 过 程 中 ， 人 重组 IGF- 


1 AERP A (Pagrus major)、 纹 犬 牙 石 首 鱼 《Cynoscion nebulosus) 卵巢 中 的 生发 泡 


AL, (ERE ON AAO, SHON AES, IGF-1 与 胰岛 素 、LH 协 


司 作 H, ì 


SW. AAPA VS] A EA 4 ERIE, IGFBP-1 mRNA 的 表 
达 水 平 降低 ， 引 发 高 雄 激素 血 症 ， 抑 制 卵 泡 成 熟 和 上 肉 激 素 的 合成 。JGFBP-1 mRNA 在 


各 组 织 中 的 表达 情况 存在 差异 ， 在 卵巢 中 的 表达 弱 于 肝脏 站。IGF-1 mRNA 在 正常 卵巢 的 


小 窦 卵 泡 和 闭锁 卵泡 膜 细胞 上 表达 水 平 较 低 ， 在 优势 卵泡 中 则 不 表达 ， 而 IGFBP-1 mRNA 


仅 出 现 于 优势 卵泡 的 颗粒 细胞 上 。 研 究 表明 ，IGF-1 在 培养 的 颗粒 细胞 中 的 分 涪 和 作用 中 


可 以 以 自分 泌 或 旁 分 泌 方式 起 作用 ， 以 增强 Gn TES ELA Arp EHE FU, m Gn Je V TEE 


动物 性 腺 发育、 促进 性 激素 生成 和 分 泌 的 糖 蛋 白 激 素 ， 如 垂体 前 叶 分 泌 的 LH 和 FSH， 两 


者 协同 作用 ， 可 刺激 卵 梨 或 振 丸 中 生殖 细胞 的 发 育 及 性 激素 的 生成 及 分 泌 。 


4 结论 


GEN 能 够 提高 峻 性 大 鼠 血 清 FSH、LH 含 量 、 降 低 血清 IGF-1 含量 、 提 高 血清 IGFBP- 


含量 ， 同 时 提高 卵 集 中 IGFBP-l. IGF-1 mRNA 的 表达 水 平 ， 这 些 指 标 协同 作用 于 卵 梨 ， 


能 够 促进 卵泡 的 成 熟 ， 调 节 卵 梨 功 能 
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Effect of Genistein on Expressions of Gonadotropins and Insulin-like Growth Factors of Female 

Rats! 
ZHEN Jinglong’ CHU Xiaoli ZHANG Tao? CONG Sha! CHI Xiaoxing 
(1. College of Food Science, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daqing 163319, China; 2. 
Daqing Campus of Harbin Medical University, Daqing 163000, China) 

Abstract: In order to study the effects of genistein (GEN) on expressions of gonadotropins and 
insulin-like growth factors in female rats, forty female SD rats [(200+20) g] were selected, and 
randomly divided into 5 groups with 8 rats per group, which were negative control (NC) group, 
GEN low dose (L) group, GEN middle dose (M) group, GEN high dose (H) group, positive 
control (PC) group. Rats in NC group were intragastric administrated peanut oil (other groups 
used it as solvent), those in L, M and H groups were intragastric administrated GEN at 15, 30 and 
60 mg/(kg BW-d), and those in PC group were intragastric administrated diethylstilbestrol at 0.5 
mg/(kg BW-d). The experiment lasted for 30 days. Serum contents of follicle-stimulating hormone 
(FSH), luteinizing hormone (LH), insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and insulin-like growth 
factor binding protein-1 (IGFBP-1) were detected by enzyme linked immunosorbent assay 
(ELISA) method. The mRNA expression levels of /GF-1 and /GFBP-1 in ovary tissue were 
detected by real-time quantitative PCR. The results showed as follows: compared with NC group, 
serum contents of FSH and LH in experimental groups tended to be increased, but the differences 
were not significant (P>0.05), which showed the same tendency with those in PC group; serum 
content of IGF-1 in experimental group was slightly decreased, but the difference was not 
significant (P>0.05), and that in PC group was significantly decreased (P<0.05); serum content of 


IGFBP-1 in experimental groups was significantly (P«0.05 or P«0.01), and that in PC group was 
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significantly increased (P«0.05); mRNA expression levels of /GF-1 and JIGFBP-1 in in ovary 
tissue were increased, especially were significantly increased in M and H groups (P«0.05), which 
showed the same tendency with those in PC group. It is concluded that GEN can increase serum 
contents of FSH and LH, decrease serum IGF-1 content, and increase serum IGFBP-1 content, as 
well as increase mRNA expression levels of /GFBP-1 and JGF-1 in ovary of rats. These indexes 
synergistically affect ovary, can promote follicle maturation and improve the function of ovary. 
Key words: genistein; follicle-stimulating hormone; luteinizing hormone; insulin-like growth 


factor-1; insulin-like growth factor binding protein-1; female rat 


